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A via da ubiquitina-proteossoma é considerada a principal via de degradação selectiva de 
proteínas solúveis nas células eucarióticas. No entanto, os lisossomas desempenham também 
um papel essencial na degradação de proteínas intracelulares, processo designado de 
autofagia. Existem três vias autofágicas distintas, macroautofagia, microautofagia e autofagia 
mediada por chaperones, que diferem entre si mecanisticamente.  
A autofagia mediada por chaperones é uma forma selectiva de autofagia. Nesta via, as 
proteínas citosólicas, que contêm uma sequência peptídica específica, bioquimicamente 
semelhante ao KFERQ, são primeiro reconhecidas pela chaperone Hsc70 e, posteriormente, 
dirigidas para a membrana do lisossoma, local onde interagem com a proteína associada à 
membrana do lisossoma 2A (LAMP-2A). Estes substratos são então desenrolados e 
translocados para o lúmen do lisossoma, onde são degradados. 
Este projecto explora a possibilidade da existência de um diálogo transversal entre a via da 
ubiquitina-proteossoma e autofagia mediada por chaperones, até há pouco tempo 
consideradas independentes. 
O HIF-1 (Hypoxia-Inducible Factor 1) é um heterodímero composto por uma subunidade 
estável, o HIF-1β, e uma subunidade lábil, o HIF-1α. Em condições de normoxia, dois 
resíduos de prolina presentes no HIF-1α são hidroxilados e a proteína é ubiquitinada e 
subsequentemente degradada pelo proteossoma. 
Assim, propõe-se que o HIF-1α, substrato típico da via da ubiquitina-proteossoma, possa em 
circunstâncias específicas, ser dirigido para a autofagia mediada por chaperones. 
De facto, os resultados obtidos neste trabalho mostram que uso de inibidores do lisossoma, 
mas não os que inibem a macroautofagia, promovem uma estabilização do HIF-1α. Também 
foi demonstrado que o HIF-1α interage com a proteína associada à membrana do lisossoma 
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2A (LAMP-2A) e que esta interage com a chaperone Hsc70 citosólica. Estas interacções 
aumentam após inibição do proteossoma. 
Uma vez que, todos os substratos conhecidos da autofagia mediada por chaperones interagem 
com a chaperone Hsc70 citosólica e com a proteína associada à membrana do lisossoma 2A 
(LAMP-2A) podemos inferir que o HIF-1α é degradado não só pela via da ubiquitina-
proteossoma como também pela autofagia mediada por chaperones, mostrando uma possível 
comunicação entre estas duas vias. 
Deste modo, o HIF-1α poderá constituir um substrato modelo para o estudo dos mecanismos 
moleculares envolvidos na intercomunicação entre estas duas vias proteolíticas. 
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The ubiquitin-proteasome system is considered the main pathway for selective degradation of 
soluble proteins in eukaryotic cells. However, lysosomes also play a key role in the 
degradation of intracellular proteins, a process called of autophagy. There are three distinct 
autophagic pathways, macroautophfagy, microautophagy and chaperone-mediated autophagy, 
which differ mechanistically. 
The chaperone-mediated autophagy is a form of selective autophagy. In this pathway, the 
cytosolic proteins which contain a specific peptide sequence, biochemically related to 
KFERQ, are first recognized by the chaperone Hsc70 and subsequently targeted to the 
membrane of the lysosome, where they interact with the lysosome-associated membrane 
protein type 2A (LAMP-2A). After undergoing unfolding, the substrates are translocated into 
the lysosomal lumen, where they are degraded. 
HIF-1 (Hypoxia-Inducible Factor 1) is a heterodimer composed of a stable subunit, the HIF-
1β, and a labile subunit, the HIF-1α. Under normoxia, two proline residues in HIF-1α are 
hydroxylated and the protein is ubiquitinated and subsequently degraded by the proteasome. 
In this work it is proposed that HIF-1α, a typical substrate of the ubiquitin-proteasome 
system, might be directed to the chaperone-mediated autophagy, under specific 
circumstances. 
Indeed, the present results show that lysosomal inhibitors, but not macroautophagy inhibitors, 
promote stabilization of HIF-1α. It was also demonstrated that HIF-1α interacts with the 
lysosome-associated membrane protein type 2A simultaneously with the cytosolic chaperone 
Hsc70. These interactions increased after proteasome inhibition. 
Since all known substrates of chaperone-mediated autophagy interact with the cytosolic 
chaperone Hsc70 and the lysosome-associated membrane protein type 2A, the results suggest 
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that the HIF-1α is degraded not only by the ubiquitin-proteasome system but also by 
chaperone-mediated autophagy, thus highlighting a possible intercommunication between 
these two pathways. 
Therefore, HIF-1α could be a model substrate for studying the molecular mechanisms 
underlying the intercommunication between these two proteolytic pathways. 
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Todas as proteínas intracelulares estão continuamente a ser sintetizadas e degradadas [1], 
sendo a degradação potencialmente tão importante como a síntese no controlo dos níveis de 
proteínas [2].  
A Via da Ubiquitina-Proteossoma (VUP) é considerada a principal via de degradação 
selectiva de proteínas solúveis nas células eucarióticas. Para este processo é necessária a 
actividade sequencial de três enzimas: E1, E2 e E3, que conjugam a ubiquitina ao substrato e 
formam cadeias de poli-ubiquitinas que são reconhecidas como sinal de degradação pelo 
proteossoma [3-5]. 
Ao mesmo tempo também ocorre degradação de proteínas no lisossoma, através de diferentes 
processos, entre os quais, a autofagia (processo de degradação lisossomal de componentes 
intracelulares) [6]. 
Existem três formas de autofagia: macroautofagia, microautofagia e autofagia mediada por 
chaperones (AMC) [7]. 
Na macroautofagia, os componentes citoplasmáticos são sequestrados para o interior de 
vesículas com duplas membranas que posteriormente se fundem com o lisossoma [8, 9]. Já na 
microautofagia, regiões do citoplasma são englobadas por invaginação da própria membrana 
do lisossoma [10,11].  
A AMC é uma forma selectiva de autofagia. Os substratos desta via (proteínas citosólicas) são 
reconhecidos e dirigidos para o lisossoma para serem degradados [12]. As proteínas contendo 
o motivo bioquimicamente relacionado com o KFERQ, são reconhecidas pela chaperone 
citosólica Hsc70 e suas co-chaperones. Posteriormente, este complexo é conduzido para o 
lisossoma, onde o substrato se liga à proteína associada à membrana do lisossoma 2A 
(LAMP-2A), que funciona como um receptor para os substratos desta via. Após ser 
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desenrolado, o substrato é translocado através da membrana lisossómica [13]. Uma forma de 
Hsc70 intralisossómica é necessária para que o substrato seja translocado para o lúmen do 
lisossoma, local onde este é rapidamente degradado pelas enzimas lisossómicas [14].  
A concepção de que cada proteína é degradada apenas através de uma determinada via 
proteolítica tem vindo a ser alterada face a evidências recentes, que sugerem que uma proteína 
pode ser simultaneamente degradada por mais do que um sistema proteolítico. De facto, 
parece existir um nível de comunicação entre as vias proteolíticas, embora os mecanismos 
através dos quais esta intercomunicação acontece não estejam completamente elucidados [15]. 
Neste sentido, este trabalho procura explorar a possibilidade da existência de um diálogo 
transversal entre a VUP e a AMC, até há pouco tempo consideradas vias proteolíticas 
independentes. Efectivamente foi demonstrado que várias proteínas podem ser degradadas 
tanto pela AMC, como pela VUP, nomeadamente a α-sinucleína [6, 16], IkB [6, 17], o 
regulador da calcineurina 1 (RCAN 1) [18] e o receptor de membrana EGFR [19]. 
Recentemente foi demonstrado que o HIF-1α (“Hypoxia-Inducible Factor 1α”), um substrato 
específico da VUP, pode ser degradado no lisossoma [20], no entanto ficou por esclarecer 
qual a via lisossomal envolvida. Assim, propõe-se que o HIF-1α possa, ser degradado através 
da AMC.  
O HIF-1α é a subunidade lábil do factor de transcrição heteromérico HIF-1, responsável pela 
resposta celular à hipoxia. O HIF-1 é composto ainda por uma subunidade estável, designada 
HIF-1β [21]. A actividade do HIF-1 depende, em grande parte, dos níveis de proteína da sua 
subunidade 1α. 
Em normoxia, o HIF-1α é hidroxilado em duas prolinas. Uma vez hidroxilado, o HIF-1α liga-
se à proteína von Hippel Lindau (pVHL) que é parte de um complexo E3 ligase. A ligação da 
pVHL resulta na poliubiquitinação e subsequente degradação proteossomal do HIF-1α. Deste 
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modo, em normoxia, os níveis de HIF-1α são muito reduzidos, impedindo a formação do 
factor de transcrição HIF-1 [22, 23, 24]. 
Quando o oxigénio se torna limitante, o HIF-1α não é hidroxilado e escapa à degradação, 
acumulando-se nas células. O HIF-1α é translocado para o núcleo e dimeriza com a 
subunidade HIF-1β, permitindo a activação da transcrição de mais de 70 genes que ajudam as 
células a lidar e sobreviver em condições de hipoxia [25, 26]. 
Este trabalho procura identificar um substrato passível de ser degradado através de VUP e 
AMC, abrindo a possibilidade para esclarecer alguns mecanismos moleculares envolvidos na 



















Materiais e métodos 
 
Cultura de células 
A linha celular do epitélio pigmentado da retina ARPE-19 (LGC Promochem, Teddington, 
UK) foi cultivada no meio DMEM:F12 (1:1) suplementado com 10% de soro bovino fetal 
(FBS), antibióticos (100 U/ml de penicilina, 100μg/ml de estreptomicina 250ng/ml de 
anfotericina B) e GlutaMax (1x). O meio, o GlutaMax e os antibióticos foram adquiridos à 
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). 
As células foram mantidas a uma temperatura de 37ºC, com 5% de CO2, em frascos de 75 ml 
até atingirem a confluência. Quando as células atingiram a confluência, o meio foi removido e 




(Invitrogen, Carsbad, CA, USA) a cada frasco, 
incubando durante 3-5 minutos, a 37ºC para promover a separação das células. Para 
interromper a tripsinização adicionou-se 5 ml de meio de cultura e a suspensão foi 
homogeneizada e transferida para tubos “falcon” para ser centrifugada durante 5 minutos a 
1214g. De seguida, o sobrenadante foi descartado e as células ressuspendidas em 5 ml de 
meio, sendo depois transferidas para placas de cultura de 60x15 mm. 
Após atingirem a confluência, as células foram tratadas com 10mM de 3-metiladenina (3-
MA), 200μM de cloroquina (CQ), 20mM de NH4Cl e 100 μM de leupeptina (Sigma-Aldrich, 
St. Louis, MO, USA) ou 20μM de MG132 (Calbiochem, San Diego, CA, USA) durante 8 
horas. Antes de efectuar os tratamentos, o meio em que as células cresceram foi substituído 








Depois dos tratamentos, o meio foi removido, as células foram lavadas duas vezes em solução 
de PBS (phosphate- buffered saline) e recolhidas em tampão Laemmli (2x), fervidas a 100ºC 
durante 5 minutos e depois sonicadas. 
Todos os extractos celulares foram separados por SDS-PAGE e depois transferidos do gel 
para membranas de PVDF (polyvinylidene fluoride - GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, 
Sweden) ou nitrocelulose (Bio-Rad Laboratories, Hércules, CA, USA). As membranas foram 
bloqueadas com 5% de leite magro em TBS-T (20mM Tris, 150mM NaCl, 0,2% Tween 20, 
pH 7,6) e marcadas para várias proteínas, usando anticorpos primários específicos e 
anticorpos secundários conjugados (HRP) adequados. Os anticorpos usados neste trabalho 
estão enumerados na Tabela I. 
As bandas imunorreactivas foram detectadas usando um sistema de quimioluminescência 
reforçada - ECL (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Sweden). 
 
Imunoprecipitação 
As células ARPE-19 cultivadas em pratos de 60x15mm foram lavadas duas vezes com PBS, 
raspadas dos pratos e recolhidas em PBS gelado. A suspensão foi centrifugada a 4ºC de modo 
a depositar as células. Em seguida removeu-se o PBS e os pellets foram ressuspendidos em 
150μl de tampão de lise (50mM Tris-HCl pH 7,4, 150mM NaCl, 10mM IOD, 2mM PMSF, 
20mM Na3MoO4, 0.5% NP-40 e um mini cocktail completo de inibidores de proteases; Roche 
Applied Science, Indianapolis, USA), incubados durante 30 minutos em gelo e brevemente 
sonicados. 
Depois da centrifugação a 16000g durante 10 minutos, 20μl do sobrenadante foram 
desnaturados após adição de 20μl de tampão de Laemmli (4x) e aquecimento a 100ºC durante 
10 minutos. O restante sobrenadante (80μl) foi transferido para novos tubos e a este foram 
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adicionados 2,5μg de anticorpo policlonal anti-LAMP-2 (Tabela I). Subsequentemente, 
adicionou-se 300μl de tampão de lise, sem NP-40, à mistura e as amostras foram incubadas 
durante a noite, a 4ºC, sob agitação ligeira. Posteriormente, adicionou-se 50μl de resina 
proteína G-Sefarose (GE Healthcare Bio-Sciences, Uppsala, Sweden) às amostras e procedeu-
se à incubação, a 4 ºC, durante 2 horas. Em seguida centrifugaram-se as amostras a 3300g e 
descartou-se o sobrenadante. As amostras foram depois lavadas 3 vezes, por adição de tampão 
de lise e centrifugação. Finalmente descartou-se o tampão de lise usado na última lavagem e 
as proteínas imunoprecipitadas foram eluídas da resina com tampão de Laemmli 2x e fervidas 
a 100 ºC. 
As amostras eluídas foram carregadas no SDS-PAGE e as análises de Western blot foram 




Anticorpo Hospedeiro Clone/Cat.# 
~MW 
(kDa) 
Diluição Empresa fornecedora 
Anti-HIF-
1α 
Ratinho MA1-516 120 kDA 1:1000 
Affinity Reagents, 
Rockford, IL, USA 
Anti-
LAMP-2 
Coelho 512200 ≥ 100 kDa 1:2000 
Zymed-Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA 
Anti-Hsc70 Rato 1B5 73 1:2000 
Stressgen, Farmingdale, 
NY, USA 
Anti-Actina Ratinho C4 43 1:100000 
Millipore-Chemicon, 
Billerica, MA, USA 
















Cabra 656120 # - 
1:5000/ 
1:10000 




Cabra #81-9520 - 1:8000 
Zymed-Invitrogen, 
Carlsbad, CA, USA 
 
PMW – Peso molecular da proteína 
Clone/Cat# - Designação do clone ou número de catálogo dos anticorpos 
 
Imunocitoquímica 




Na altura apropriada, o meio de cultura foi removido e as células foram lavadas em PBS (1x) 
e fixadas com formaldeído (PFA) a 4% durante 15 minutos, à temperatura ambiente. As 
células foram lavadas com PBS (1x) e 500μl de 20mM de NH4Cl (em PBS 1x) foi adicionado 
a cada poço. Passados 10 minutos, as células foram lavadas novamente e depois incubadas em 
500μl de uma solução de permeabilização/bloqueio (0,05% de saponina, 0,5% de albumina de 
soro bovino, BSA, em PBS 1x) durante 15 minutos. As células foram lavadas novamente com 
PBS (1x) antes da incubação com os anticorpos primários descritos (Tabela II), em solução de 
permeabilização/bloqueio, durante uma hora e meia, à temperatura ambiente. As lamelas 
foram então lavadas 3 vezes com a solução de permeabilização/bloqueio e as células foram 
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incubadas com anticorpos secundários correspondentes (Tabela II), durante 1 hora, à 
temperatura ambiente. 
Em seguida, as lamelas foram lavadas com a solução de permeabilização/bloqueio e montadas 
usando o meio de montagem Fluoro-Gel II (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, 
USA).  
As células foram visualizadas no microscópio de fluorescência Leica DFC350 FX (Leica-
Microsystems, Bannockburn, IL, USA). 
 
Anticorpo Hospedeiro Clone/Cat.# Diluição Empresa fornecedora 
    Anti-HIF-1α Ratinho R960-25 1:200 
Invitrogen, Carlsbad, 
CA, USA 
























Tabela II – Lista de anticorpos primário e secundário usados na imunocitoquímica 
. 





Inibidor do lisossoma induz aumento dos níveis de HIF-1α 
Neste trabalho propõe-se que o HIF-1α, substrato já conhecido da VUP, seja também um 
substrato da AMC.  
Para comprovar esta hipótese, incubaram-se células ARPE-19 com inibidores do 
proteossoma, MG-132, e do lisossoma, cloroquina (CQ). A cloroquina é um ácido fraco que, 
no meio ácido do lisossoma, se comporta como base fraca, o que conduz a um aumento do pH 
e como consequência conduz à inibição das enzimas lisossomais. Tendo sido descritos três 
tipos de autofagia: macroautofagia, microautofagia e AMC [6], não foi identificado um 
inibidor selectivo para a microautofagia ou para a AMC. No entanto, para avaliar se seria a 
macroautofagia a via de degradação lisossomal que está envolvida na degradação do HIF-1α, 
trataram-se as células com 3-metiladenina (3-MA), um inibidor selectivo desta via 
proteolítica. O 3-MA é um inibidor selectivo da enzima PI3K da classe III que promove a 
formação do autofagossoma [27]. As células usadas como controlo não tiveram qualquer tipo 
de tratamento. Os níveis de HIF-1α foram avaliados por Western blot, após SDS-PAGE e a β-
actina foi usada como controlo de carregamento, para verificar se foi carregada sempre a 



















Figura 1 – Células ARPE-19 incubadas na presença de inibidores da degradação lisossomal 
(CQ), da macroautofagia (3-MA) e do proteossoma (MG-132). 
 
 
Como se pode ver na figura 1, na situação controlo, sem qualquer inibidor, obtiveram-se 
níveis muito baixos de HIF-1α, o que está de acordo com a literatura, uma vez que em 
condições de normoxia, a subunidade 1α está constitutivamente a ser degradada [28, 29], 
presumivelmente pelo proteossoma [22, 30]. Assim, nas células tratadas com o inibidor do 
proteossoma, MG-132, observou-se um aumento considerável dos níveis de HIF-1α., tal como 
descrito anteriormente.  
Do mesmo modo, quando se usou a cloroquina (inibidor do lisossoma) obteve-se um aumento 
dos níveis de HIF-1α em relação à situação controlo. No entanto este aumento é visivelmente 
menos acentuado que o obtido após tratamento com MG-132. Este resultado sugere que o 
HIF-1α poderá estar a ser degradado no lisossoma, embora a via de degradação predominante 
seja a VUP. Quando acoplamos a incubação das células com cloroquina e MG-132 a 
estabilização de HIF-1α é cumulativa. Deste modo, os resultados sugerem que o HIF-1α 
estará a ser degradado simultaneamente no proteossoma e no lisossoma. 
Já o tratamento com o inibidor da macroautofagia, 3-MA, não resultou num aumento dos 
níveis de HIF-1α em relação à situação controlo. Pelo contrário, este tratamento parece ter 











resultado parece demonstrar que o HIF-1α não estará a ser degradado no lisossoma por 
macroautofagia, mas sim por outra via de degradação lisossomal (AMC ou microautofagia). 
 
Diferentes tipos de inibidores do lisossoma conduzem a aumento dos níveis de HIF-1α 
De modo a excluir a possibilidade do tratamento com cloroquina ter conduzido a acumulação 
de HIF-1α de um modo independente da inibição da actividade proteolítica do lisossoma 
procurou-se avaliar o efeito de outros inibidores do lisossoma (com natureza química e 
mecanismo de inibição distintos da cloroquina), nos níveis de HIF-1α. Assim, tratámos 
células ARPE-19 com leupeptina, NH4Cl (ambos inibidores do lisossoma amplamente usados 
na literatura) e cloroquina e ainda com MG-132. Os níveis de HIF-1α foram depois avaliados 
por Western blot. As células foram lisadas com o tampão Laemmli e as amostras separadas 
por SDS-PAGE e transferidas para membranas PVDF, à qual foram adicionados anticorpos 




Figura 2 - Células ARPE-19 tratadas com inibidores do lisossoma e do proteossoma. 
 
A leupeptina é um inibidor de proteases lisossomais cisteínicas catepsinas B, H e L [31]. Já o 
NH4Cl, à semelhança da cloroquina, é uma droga lisotrópica que aumenta o pH lisossomal, 
inibindo as hidrolases ácidas lisossomais [27]. 
Como podemos ver na figura 2, todos os inibidores do lisossoma utilizados induziram 
estabilização da subunidade HIF-1α. A cloroquina e o NH4Cl parecem ser mais eficazes que a 
leupeptina a estabilizar o HIF-1α (fig. 2). Este resultado vai de encontro ao descrito na 
WB: β-actina 
WB: HIF-1α 
CT CQ MG Leup NH4Cl 
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literatura em termos de eficácia de inibição do lisossoma de cada um dos compostos (a 
leupeptina parece ser menos eficaz a inibir a actividade proteolítica do lisosssoma do que a 
cloroquina ou o NH4Cl). No entanto, em qualquer destas condições apenas se obteve um 
aumento ligeiro do HIF-1α quando comparado com a estabilização obtida após tratamento 
com MG-132. Deste modo, embora o HIF-1α pareça estar a ser degradado no lisossoma, esta 
proteína é predominantemente degradada através da VUP, em condições de normoxia, tal 
como está estabelecido na literatura [22, 30]. 
 
LAMP-2 interage com Hsc70 e HIF-1α  
Tendo estabelecido que o HIF-1α é degradado no lisossoma em células ARPE-19, 
procurámos determinar, em seguida, qual a via de degradação lisossomal envolvida neste 
processo. O tratamento com 3-MA (inibidor selectivo da macroautofagia) não conduziu a um 
aumento dos níveis de HIF-1α (fig. 3) pelo que se descartou a hipótese de esta subunidade do 
factor de transcrição HIF-1 estar a ser degradada por macroautfagia. Assim, avaliou-se em 
seguida se o HIF-1α seria um substrato para a AMC, que é uma via selectiva de degradação 
no lisossoma para proteínas solúveis [32, 33]. 
Todos os substratos conhecidos da AMC interagem com a chaperone Hsc70 citosólica e com 
a LAMP-2A. [34]. Na AMC, a Hsc70 reconhece selectivamente o motivo KFERQ (sinal de 
degradação pela AMC) nas proteínas. De facto, a Hsc70 é a única chaperone capaz de 
reconhecer o motivo KFERQ e o reconhecimento do motivo KFERQ pela Hsc70 direcciona a 
proteína para degradação no lisossoma [35]. 
Para a proteína ser translocada para o lúmen do lisossoma, ela tem que ligar-se primeiro ao 
receptor da AMC, LAMP-2A, na membrana do lisossoma [12, 36]. A LAMP-2A é uma das 3 
variantes de “splicing” da proteína LAMP-2, mas é a única que está envolvida na AMC e os 
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níveis de LAMP-2A na membrana do lisossoma estão directamente correlacionados com a 
actividade da AMC [12, 37]. 
De modo a confirmar que nas células ARPE-19 a LAMP-2A interage com a chaperone Hsc70 
e com o HIF-1α, foram efectuados ensaios de co-imunoprecipitação, usando anticorpo anti-
LAMP2, em células tratadas com 3-MA, cloroquina e MG-132. As células controlo foram 
deixadas sem tratamento e as células sem anticorpo (NA) foram tratadas com MG-132 para 
assegurar a presença de níveis elevados de HIF-1α na amostra. Em seguida procurou-se 
avaliar os níveis de LAMP-2, Hsc70 e HIF-1α por Western blot. 
 
                                                                                                                                                                                 
                                   
                                   
                                  
 
Figura 3 – LAMP-2 interage com Hsc70 e HIF-1α após tratamento com inibidores do 
proteossoma (MG-32) e do lisossoma (CQ), em células ARPE-19. 
 
Como é visível na figura 3, quando tratamos as células com inibidores da VUP ou do 
lisossoma observamos um aumento dos níveis de Hsc70 que co-imunoprecipitam com a 
LAMP-2 (presumivelmente com a LAMP-2A). Este aumento foi mais evidente após 
tratamento com MG-132. 
Foi também visível a co-imunoprecipitação mais elevada do HIF-1α com LAMP-2 após 
tratamento com cloroquina e de uma forma mais acentuada após tratamento com MG-132. 




 WB: HIF-1α 
WB: Hsc70 
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degradação através da via AMC, reforçando a hipótese de que a subunidade α do factor de 
transcrição HIF-1 é um novo substrato desta via de degradação lisossomal.  
 
HIF-1α co-localiza com a LAMP-2A 
Através de imunocitoquímica verificou-se que o HIF-1α co-localiza com a LAMP-2A. As 
células ARPE-19 foram fixadas e marcadas com anticorpos primários específicos contra a 
LAMP-2A e contra o HIF-1α e em seguida foram marcadas com anticorpos secundários 
adequados, tendo a LAMP-2A ficado marcada a verde e o HIF-1α a vermelho (fig.4). 
Como podemos ver na imagem A, a LAMP-2A localizava-se predominantemente no 
citoplasma das células ARPE-19 enquanto o HIF-1α (imagem B), encontrava-se 
principalmente no núcleo. 
Na imagem C, correspondente à sobreposição das duas imagens, podem-se ver zonas 
amarelas que correspondem a co-localização entre as duas proteínas no citosol, 
presumivelmente na membrana lisossomal como seria espectável (setas), o que evidencia que 








                                            
      
Figura 4 - HIF-1α co-localiza com a LAMP-2A.  
A) Células marcadas para LAMP-2A 
B) Células marcadas para HIF-1α;  

















HIF 1 é o principal factor de transcrição envolvido na regulação da resposta celular à hipoxia 
[38]. Em algumas condições patológicas, o HIF-1 tem um papel importante, como por 
exemplo na patologia neoplásica e na doença isquémica cardiovascular [39-41], tornando 
assim a regulação do HIF-1 um aspecto central da biologia celular e molecular. 
Como descrito anteriormente, a subunidade HIF-1α está constitutivamente a ser degradada em 
condições de normoxia, sendo que a via canónica para a sua degradação envolve a 
hidroxilação das prolinas 402 e 564, seguida da ubiquitinação pela VHL e subsequente 
degradação pelo proteossoma [42-45]. 
Demonstrámos que o HIF-1α também pode ser degradado no lisossoma, tendo-se incubado 
células ARPE-19 com cloroquina e outros inibidores gerais da degradação lisossomal (fig.1 e 
fig. 2). No entanto, a acumulação do HIF-1α obtida com estes inibidores é inferior à obtida 
quando foi utilizado o inibidor do proteossoma MG-132. Deste modo, os resultados sugerem 
que o HIF-1α pode ser degradado no lissossoma, por autofagia, embora de forma menos 
eficiente do que através da VUP.  
Após incubação das células ARPE-19 com MG-132 e cloroquina em simultâneo (fig. 1), 
obteve-se uma maior estabilização do HIF-1α do que a resultante do tratamento com cada um 
dos inibidores em separado. Este resultado indica que esta proteína pode estar a ser degradada 
simultaneamente através da VUP e no lisossoma, por autofagia. 
 Os dados obtidos pelas nossas experiências estão de acordo com um trabalho recentemente 
publicado, no qual também é sugerido que o lisossoma representa um papel importante na 
degradação do HIF-1α [20]. No entanto, dado que podem existir três vias autofágicas activas 
nas células de mamífero, nomeadamente macroautofagia, microautofagia e AMC [6], 
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procurou-se determinar, em seguida, qual o tipo de autofagia envolvida na degradação do 
HIF-1α. 
Em contraste com a macroautofagia, a AMC é uma via proteolítica selectiva que requer a 
translocação de substratos do citoplasma para dentro do lúmen lisossómico [13]. 
Um dos requerimentos para uma proteína ser considerada um substrato da AMC é a 
capacidade de interagir com a LAMP-2A [6]. Assim, decidimos investigar através de ensaios 
de co-imunoprecipitação se o HIF-1α co-precipitava com a LAMP-2A (fig. 3). Todos os 
anticorpos disponíveis contra a LAMP-2A reconhecem um epitopo no terminal citosólico da 
proteína, que está envolvido na ligação com substratos direccionados para degradação no 
lisossoma por AMC [36], impossibilitando assim o acesso do anticorpo às moléculas de 
LAMP-2A que estão a interagir com os substratos. Para tentar ultrapassar esta dificuldade 
decidimos usar um anticorpo que reconhece a região luminal da proteína, que é comum a 
todas as isoformas (A, B e C) de LAMP-2. No entanto, como a única isoforma envolvida na 
AMC é a LAMP-2A [12, 37], assumiu-se que o HIF-1α estaria a co-precipitar com esta 
isoforma. De facto, por imunocitoquímica observou-se co-localização entre o HIF-1α e a 
LAMP-2A (fig. 4). Nesta experiência recorreu-se a um anticorpo específico para a LAMP-2A. 
Para confirmar que o HIF-1α precipita selectivamente com a LAMP-2A, poder-se-ia 
imunoprecipitar o HIF-1α e verificar se haveria co-precipitação da LAMP-2A e/ou das outras 
isoformas de LAMP-2.  
Ainda em relação às experiências de imunoprecipitação (fig. 3), verificou-se que usando tanto 
os inibidores da VUP como do lisossoma, ocorreu um aumento dos níveis de HIF-1α que co-
precipitaram com a LAMP-2. O aumento da interacção entre HIF-1α e a LAMP-2A após 
tratamento com cloroquina (fig. 3) pode ser resultado da redução da translocação de HIF-1α 
para o lúmen do lisossoma, o que levaria a uma acumulação de HIF-1α ligado a LAMP-2A na 
superfície do lisossoma, de acordo com o descrito para outros substratos da AMC [46, 47]. 
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No entanto, o maior nível de co-precipitação do HIF-1α com LAMP-2A resultou do 
tratamento com o inibidor da VUP. Este resultado poderá ser explicado pelo facto do 
tratamento com MG-132 conduzir a aumento drástico dos níveis celulares de HIF-1α (fig. 1 e 
fig. 2) e, consequentemente, a uma maior disponibilidade desta proteína para interacção com a 
LAMP-2A e subsequente degradação pela AMC. Por outro lado o HIF-1α pode estar a ser 
activamente “redireccionado” da VUP para a AMC, por uma proteína ou complexo proteico 
ainda não identificado. A inibição do proteossoma poderá também estar a conduzir a uma 
sobrerregulação da AMC, visto que se observou um aumento na interacção de Hsc70 com a 
LAMP-2 (fig. 3). Como esta chaperone é um componente essencial da AMC e é responsável 
por conduzir os substratos para a superfície do lisossoma [48], este resultado poderá ser uma 
evidência de uma intercomunicação entre a AMC e VUP. No entanto, outras experiências 
terão de ser feitas para avaliar a actividade da AMC após incubação com o MG-132, para 
confirmar esta hipótese. 
A degradação do HIF-1α pela AMC poderá então ser um mecanismo compensatório. Este 
mecanismo compensatório pode abranger mais proteínas. Vários estudos demonstraram que 
há uma disfunção da VUP em vários contextos, por exemplo, foi demonstrado que o stress 
oxidativo moderado conduz à inibição parcial do proteossoma [49]. Coincidentemente, 
exposição a stress oxidativo moderado leva à activação da AMC [50]. 
A diminuição na actividade proteossomal foi também relacionada com o envelhecimento. 
Adicionalmente, alterações na VUP foram implicadas na patogénese de muitas doenças, 
incluindo o cancro e distúrbios neurodegenerativos [51]. A activação da AMC, como 
mecanismo compensatório, pode desempenhar um papel importante nestes contextos. 
Ainda em relação ao HIF-1α, mais estudos são necessários para averiguar em que outros 
contextos o papel da AMC na degradação do HIF-1α pode ser relevante, já que outros 
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mecanismos (dependentes e independentes da VUP) podem estar envolvidos na degradação 
desta proteína [38, 52-54]. 
Em resumo, este trabalho fornece evidências de que a inibição da VUP pode conduzir a uma 
sobrerregulação da AMC, de modo que alguns substratos da VUP (e. g. HIF-1α) são 
direccionados para a degradação lisossómica. De facto, Massey et al., 2008 demonstraram 
que o bloqueio da AMC, através do silenciamento da LAMP-2A, conduz a uma acumulação 
de substratos poliubiquitinados, sugerindo assim que pode existir uma comunicação entre a 
VUP e a AMC [55]. No entanto, evidências de uma comunicação directa entre a AMC e a 
VUP são limitadas, quando comparadas com as várias evidências que demonstram uma 
intercomunicação entre a macroautofagia e a AMC. Por exemplo, o bloqueio crónico da AMC 
conduz à sobrerregulação da macroautofagia e as células com actividade macroautofágica 
reduzida demonstram uma activação constitutiva da AMC, apoiando um modelo onde existe 
uma comunicação directa entre estas duas vias autofágicas, no sentido de manter a 
homeostase proteica. [55-57]. Também a intercomunicação entre macroautofagia e VUP tem 
sido alvo de grande interesse por parte da comunidade científica recentemente, tendo-se já 
identificado diversos mecanismos e determinantes moleculares envolvidos neste processo [58, 
59]. 
Concluindo, os resultados obtidos sugerem que existe uma outra via de degradação do HIF-1α 
em condições de normoxia, a AMC, e encontrámos evidências de comunicação entre a VUP, 
e a AMC. Serão necessários efectuar mais estudos para esclarecer os mecanismos envolvidos 
neste processo. Trabalhos futuros ajudarão a esclarecer alguns contextos fisiológicos e 
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